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EXTRAKTE VON LITCHI SINENSIS ENTHALTEND OLIGOMERE PROANTHOCYANIDINE 



Gebiet der Erfindung 

10 Die Erfindung befindet sich auf dem Gebiet der NalmmgsmittelerganzungsstofFe und betriffi 
spezielle botanische Extrakte mit einem hohen Gehalt an speziellen Wirkstoffen, ein neues 
Verfahren zu ihrer Herstellung sowie ihre Verwendung in verschiedenen Bereichen. 



15 Stand der Technik 

Extrakte der schalen von Pflanzen der Gattung Sapindaceae, speziell der Spezies Litchi sinensis 
(South) sind bekannt fUr ihren hohen Gehalt an Flavonderivaten, insbesondere an Hydrier- oder 0- 
xidationsprodukten des 2-phenyl-4H-l-benzopyrans oder deren Derivaten, wie z.B. Flavanen, Fla- 

20 van-3-olen (Catechinen, Catechinoligomeren), Flavan-3,4-diolen (Leucoanthocyaniden), Flavonen, 
Flavonolen and Flavononen. Den Hauptanteil der Extrakte stellen jedoch kondensierte Tannine, 
sogenannte "oligomere Procyanodole" (OPC) dar. Es handelt sich dabei urn Oligomere mit 2 bis 8 
Monomeren vom Catechin- oder Epicatechintyp, wie z.B. Procyanidine, Proanthocyanidine, Procy- 
anidoel, Oligoprocyanidine, Leucoanthocyanidine, I^ucodelphinine, Leucocyanine sowie Anthocy- 

25 anogene. OPC, insbesondere das besonders wirksame Proanthocyanidin A2 (OPC A2), zeigen Ei- 
genschaften, die denen des Vitamins P ahneln, insbesondere die Inhibierung Matrixmetalloprotea- 
sen (MMP), MMP haben aber die Eigenschaft, die dermalen Makromolekttle des Bindegewebes, 
wie Proteoglycan, Collagen und Elastin anzugreifen, die Peptidbindungen zu lflsen und damit ur- 
sadhlich zur Hautalterung beizutragen. Auch bei inflanunatorischen Prozessen in der Haut werden 

30 von den Makrophagen und von polymorphonuclearen neutrophilen Granulocyten Proteasen wie z.B. 
die Serin-Protease Elastase oder Matrix-Metallo-Proteasen (MMP) wie Collagenase und eine weite- 
re, zu den MMP gehflrende Elastin abbauende Elastase ausgeschttttet 

In diesem Zusammenhang sei die europaische Patentanmeldung EP 0978274 Al (Kibun) erwShnt, 
35 aus der kosmetische Zubereitungen fQr die topische Anwendung bekannt sind, die Emulgatoren vom 
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Typ der Sphingoglycolipide zusammen mit Litchi-Extrakten enthalten, wobei letztere zur Depig 
mentierung der Haut dienen. Ferner werden in der Europaischen Patentanmeldung EP 0965328 Al 
(Kao) kosmetische Mittel offenbart, die Litchi-Extrakte zusammen mit speziellen Phosphorsauiees- 
tern enthalten. Keine der beiden Schriften enthalt einen Hinweis, auf welche Weise Litchi-Extrakte 
5 hergestellt werden konnen oder auf deren orale Anwendung im Bereich der Nahrungsmittelergan- 
zungsstoffe. 

Die Herstellung von Lichi-Extrakten exweist sich in der Praxis als schwierig. Mit tiblichen Techni- 
ken der Extraktion mit unterschiedlich polaren Losemitteln werden nur Extrakte mit Gehalten bis zu 

10 15 Gew.-% an OPC A2 erhalten, zu wenig, um die Extraktion wirtschaftlich durchzufiihren und die 
Produkte unter okonomisch vertretbaren Bedingungen zu vermarkten. Die Aufgabe der vorliegen- 
den Erfindung hat somit darin bestanden, Extrakte von Litchi sinensis sowie ein Verfahren zu deren 
Herstellung zur Verfiigung zu stellen, welche - bezogen auf die Aktivsubstanz - wenigstens 15, 
vorzugsweise wenigstens 20 und insbesondere 20 bis 25 Gew.~% an oligomeren Proanthocyanidi- 

15 nen des Typs OPC A2 aufweisen. Ein weitere Aufgabe der Erfindung hat darin bestanden, Nah- 
rungsmittelzusatzstoffe zu entwickeln, welche bei oraler Aufaahme sowohl der Hautalterung als 
auch Entziindungserscheinungen entgegenwirken. 



20 

Beschreibung der Erfindung 

Gegenstand der Erfindung sind pflanzliche Extrakte enthaltend - bezogen auf den Aktivsub- 
stanzgehalt - wenigstens 1 5 und vorzugsweise 20 bis 25 Gew.-% an oligomeren Proanthocya- 
25 nidinen des Typs OPC A2, die dadurch erhaltlich sind, dass man 

(a) Schalen der Friichte von Litchi sinensis einer Extraktion mit niederen, gegebenenfalls 
wassrigen aliphatischen Alkoholen unterwirft, 

(b) die Extrakte gegebenenfalls nach Konzentration und/oder Filtration einer chroma- 
30 tographischen Trennung unterzieht, 

(c) die bei der Chromatographic anfallende OPC A2-reiche Fraktion einer Fliissig/Flxissig- 
Extraktion unterwirft und 

(d) die resultierende organische Phase abtrennt. 

35 Uberraschenderweise wurde gefunden, dass durch Kombination der Prozessschritte Extrakti- 
on", „Chromatographie" und „Fl<lssig/Fliissig-Extraktion" nunmehr Extrakte zu^nglich sind, 
die die OPC A2 in deutlich hoheren Konzentrationen enthalten als Produkte des Stands dear 
Technik und die damit in ihrer MMP-inhibierenden und anti-inflammatorischen Wirkung 
deutlich leistungsstarker sind. 

2 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betriffi ein Verfahren zur Herstellung pflanzliche 
Extrakte entbaltend - bezogen auf den Aktivsubstauzgehalt - wenigstens 15 und votzugsweise 
20 bis 25 Gew.-% an oligomeren Proanthocyanidinen des Typs OPC A2, bei dem man 

(a) Schalen der Frfichte von Litchi sinensis einer Extraktion mit niederen, gegebenenfalls 
wassrigen aliphatischen Alkoholen unterwirft, 

(b) die Extrakte gegebenenfalls nach Konzentration und/oder Filtration einer chroma- 
tographischen Trennung unterzieht, 

(c) die bei der Chromatographie anfallende OPC A2-reiche Fraktion einer Flfissig/Flfissig- 

Extraktion unterwirft und 

(d) die resultierende organische Phase abtrennt. 



15 Extraktion 



Die Herstellung der Extrakte kann in an sich bekannter Weise erfolgen, d.h. beispielsweise 
durch wassrigen, alkoholischen oder wassrig-alkoholischen Auszug der Pflanzen bzw. Pflan- 
zenteile bzw. Schalen der Litchifruchte. Geeignet sind aUe herkOmmlichen Extraktionsverfah- 
20 ren wie z.B. Mazeration, Remazeration, Digestion, Bewegungsmazeration, Wirbelextraktion, 
Ultraschallextraktion, Gegenstromextraktion, Perflation, Reperkolation, Evakolation (Ex- 
traktion unter vermindertem Druck), Diakolation oder Festflussig-Extraktion unter kontinuier- 
lichem Ruckfluss. Ftir den groBtechnischen Einsatz vorteilhaft ist die Perkolauonsmethode. 
Als Ausgangsmaterial wird vorzugsweise von Litchischalen ausgegangen, die vor der Extrak- 
25 tion mechanisch zerkleinert werden konnen. Hierbei eignen sich aUe dem Fachmann bekann- 
ten Zerkleinerungsmethoden, als Beispiel sei die Gefrieimahlung genannt. Als Ldsungsnnttel 
fur die DurchfUhrung der Extraktionen konnen organische Losungsmittel, Wasser (vorzugs- 
weise heifies Wasser einer Temperatur von fiber 80 °C und insbesondere von tlber 95 °C) oder 
Gemische aus organischen Ldsungsmitteln und Wasser, insbesondere niedermolekulare Alko- 
30 hole mit mehr oder weniger hohen Wassergehalten, verwendet werden. Besonders bevorzugt 
ist die Extraktion mit Methanol, Ethanol sowie deren wassrigen Gemischen. Die Extraktion 
erfolgt in der Regel bei 20 bis 100 °C, bevoizugt bei 50 bis 70 In einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform erfolgt die Extraktion unter lnertgasatmosphare zur Vermeidung der Oxidation 
der Wirkstoffe des Extraktes. Dies ist insbesondere bei Extraktionen bei Temperaturen fiber 
35 40 °C von Bedeutung. Die Extraktionszeiten werden vom Fachmann in Abhangigkeit vom 
Ausgangsmaterial, dem Extraktionsverfahien, der ExHaktionstemperatur, vom Verhaltnis Lo- 
sungsmittel zu Rohstoff u.a. eingestellt. Nach der Extraktion kSnnen die erhaltenen Rohex- 
trakte gegebenenfalls weiteren fiblichen Schritten, wie beispielsweise Aufreinigung, Konzent- 
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ration und/oder Entfarbung unterzogen werden. Falls wunschenswert, konnen die so herge- 
stellten Extrakte beispielsweise einer selektiven Abtrennung einzelner unerwiinschter Inhalts- 
stoffe, unterzogen werden. Die Extraktion kann bis zu jedem beliebigen Extraktionsgrad er- 
folgen, wird aber gewOhnlich bis zur ErachSpfung durchgefflhrt. Typische Ausbeuten (= Tro- 
ckensubstanzmenge des Extraktes bezogen auf eingesetzte Rohstoffinenge) bei der Extraktion 
der Iitschischalen liegen bezogen auf OPC A2 im Bereich von 2 bis 3 Gew.-%. 



Chromatographie und Flus sip/Flttssig Extraktion 

Die chromatographische Reinigung und die Flussig/Flussig-Extraktion kdnnen in an sich be- 
kannter Weise durehgefUhrt werdea Als Saulenmaterial fur die Chromatographie haben sich 
Harze bewahrt, die keine funktionellen Gruppen tragen. Die Trennung wird vorzugsweise bei 
15 bis 30 °C durehgefUhrt, wobei als Uiifinittel vor allem niedere aliphatische Alkohole mit 1 
bis 4 Kohlenstoffatomen, insbesondere Methanol oder Ethanol in Betracht kommen. Fiir die 
nachfolgende Extraktion haben sich mit Wasser nicht mischbare Losemittel bewahrt, wie bei- 
spielsweise Butanol oder Ethylacetat. Die Extraktion wird dabei vorzugsweise bei Temperatu- 
ren von werrigstens 25 °C durehgefUhrt, wobei sich die obere Grenze aus dem Siedepunkt des 
Losemittels ergibt. 



Gewerbliche Anwendbarkeit 

Extrakte von Litchi sinensis im allgemeinen und die OPC A2-angereicherten neuen Extrakte 
im besonderen, verfugen gegenilber Produkten des Stands der Technik Gber eine hohere 
NIMP-Inhibierung und eignen sich, beispielsweise unter dem OberbegrifT ..cosmetic inside" 
zur Herstellung von Nahrungsmittelerganzungsstofren. In einer besonderen Darreichungsform 
werden die Extrakte in verkapselter Form, z.B. als Gelatinekapseln, oder in mikroverkapselter 
Form eingesetzt. Geeignete Mikrokapseln mit Durchmessem in Bereich von 0,0001 bis 5 mm 
und Verfahren zu deren HersteUung sind beispielsweise den Druckschriften WO 01/01926, 
WO 01/01927, WO 01/01928, und WO 01/01929 (Primacare) zu entnehmen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft des weiteren die Verwendung der 
neuen OPC-A2 reichen Extrakte zur Herstellung von kosmetischen imd/oder pharmazeuti- 
schen Zubereitungen, in denen sie in Mengen von 0,1 bis 10, vorzugsweise 0,5 bis 5 und ins- 
besondere 1 bis 2 Gew.-% enthalten sein k6nnen. 
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Beispiele 



5 Beispiel 1 

« 

4 

In einem 50-1-Reaktor wurden 3 kg zerkleinerte Schalen von Litchi sinensis mit einem Gehalt 
an OPC A2 von 0,4 Gew.-% vorgelegt und mit 30 kg wassrigen Methanol 60 min bei 50 °C 
- extrahiert. Es wurden 23 kg einer Flussigkeit mit einem Feststoffgehalt von 500 g erhalten, 

10 welcher einen OPC A2 Gehalt von 2 Gew.-% aufwies. Nach Aufkonzentrieren des Extraktes 
auf ein Volumen von 1,5 kg wurde die Fltissigkeit einer chromatographischen Reinigung bei 
25 °C auf einer Saule mit einem Belag ohne funktionelle Gruppen und unter Einsatz von E- 
thanol als Laufinittel unterworfen, bei der 2,5 kg Extrakt mit einem Feststoffanteil von 80 g 
erhalten wurde. Der Extrakt wurde erneut bis auf ein Volumen von 500 g eingeengt und dann 

15 bei 45 °C einer Fliissig/Flussig-Chromatographie mit wassrigem Butanol unterworfen. Wah- 
rend die intensiv rot gefarbte wSssrige Phase nur - bezogen auf den Aktivsubstanzgehalt - 
Mengen kleiner 1 Gew.-% an OPC A2 aufwies, wurden 50 g einer leicht rotlich gefarbten 
organischen Phase erhalten, welche - bezogen auf den Aktivsubstanzgehalt - einen Gehalt an 
OPC A2 von 23 Gew.-% aufwies. 
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Verflleichsbeispiel VI 

Analog Beispiel 1 wurden in einem 50-1-Reaktor 3 kg zerkleinerte Schalen von Litchi sinensis 
25 mit einem Gehalt an OPC A2 von 0,4 Gew.-% vorgelegt und mit 30 kg wassrigem Methanol 
60 min bei 50 °C extrahiert. Nach Abtrennen des Methanols wurde ein Rilckstand von 500 g 
eihalten, der in 1,5 1 desuUiertem Wasser aufgenommen wurde. AnschlieBend wurde diese 
Losung mehrfach mit in Summe 3 1 Ethylacetat extrahiert. Dabei wurde nach Trennung eine 
leicht rotlich gefarbte organische Phase erhalten, welche - bezogen auf den Aktivsubstanzge- 
30 halt - einen Gehalt an OPC A2 von 10 Gew.-% aufwies. 
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Wirlreamkeit Proteasen 



Wan^d einer Inflammation, werden aus den polymorphonuclear neutropMeu ^ocy- 
ten Oder Makrophagen Hautproteasen, wie beispielsweise Collage.ase^gese^^ 
caer Vorgang spielt sich gerade in der Haut alterer Menschen bei Einfluss vonW^ 
ab. Die Proteasen - wegen ibres Gebaltes an zentralen Zmlaonen aucb als Marnx-MetaUo 
Proteasen (MMP) bezeichnet - katalysieren wie schon erwahnt die hpM ™ ^ 
degewebsproteine, Zur Untersucbung der Testsnbstanzen auf 

blrieUe CoUagenase (Clostridium histolyticum) auf Gelatine als naturhcb^n Nahrboden 
v^endet, welche mit Fluorocbrom (FITC, Calbiochem) markiert war. Die 
betrug 60 min bei 20 *C, die Hydrolyse de S Substrates wurde tlber dxe Fluoreszenz bex 393 nm 
(JU bei 328 nm) verfolgt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Angege- 
ben ist die Collagenase-Miibierung in % 

Tabelle 1 

CoUagenase-Inhibierung (Angabe in %-rel.) 



Bsp. 



V2 



Testprodukt 



Produkt gemafi Beispiel 1 



Pmriukt gemaB Beispiel VI 



0,001 
18 
11 



Konzentration % (w/v) 
0^005 
46 
27 



0,01 
67 
34 



Die Ergebnisse zeigen, dass die erfindungsgemafien Testsubstanzen in AbMngigkeit der Kon- 
) zentration tlber eine signifikante Inbibierungswirkung verfflgen. 
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Patentanspriiche 



1. Pflanzliche Extrakte enthaltend - bezogen auf den Aktivsubstanzgehalt - wenigstens 15 
5 Gew.-% an oligomeren Proanthocyanidinen des Typs OPC A2, dadurch erhaltlich, dass 

man 

(a) Schalen der Friichte von Litchi sinensis einer Extraktion mit niederen, gegebenen- 
falls wassrigen aliphatischen Alkoholen unterwirft, 
10 (b) die Extrakte gegebenenfalls nach Konzentration und/oder Filtration einer chroma- 

tographischen Trennung unterzieht, 

(c) die bei der Chromatographic anfallende OPC A2-reiche Fraktion einer Fltis- 
sig/Fliissig-Extraktion unterwirft und 

(d) die resultierende organische Phase abtrennt 

15 

2. Extrakte nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass sie 20 bis 25 Gew.-% OPC A2 
enthalten. 

« 

3 . Verfahren zur Herstellung pflanzlicher Extrakte mit wenigstens 1 5 Gew.«% an oligomeren 
20 Proanthocyanidinen des Typs OPC A2, bei dem man 

(a) Schalen der Fruchte von Litchi sinensis einer Extraktion mit niederen, gegebenen- 
falls wassrigen aliphatischen Alkoholen unterwirft, 

(b) die Extrakte gegebenenfalls nach Konzentration und/oder Filtration einer chroma- 
25 tographischen Trennung unterzieht, 

(c) die bei der Chromatographic anfallende OPC A2-reiche Fraktion einer Flus- 
sig/Flussig-Extraktion unterwirft und 

(d) die resultierende organische Phase abtrennt. 

30 4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass man gegebenenfalls wassri- 
gen Methanol oder Ethanol einsetzt. 

5. Verfahren nach den Anspnichen 3 und/oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
Extraktion bei Temperaturen im Bereich von 30 bis 70 °C durchfiihrt 

35 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
man die chromatographische Trennung auf einer Saule durchfiihrt, deren Belag keine 
funktionellen Gruppen aufweist. 
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7. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
man die chromatographische Trennung mit Laufinitteln durchfuhrt, die ausgewahlt sind 
aus der Gruppe der aliphatischen Alkohole mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 3 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass 
man die Fliissig/Fliissig-Extraktion unter Verwendung von nicht mit Wasser mischbaren 
Losungsmitteln durchfuhrt. 

9. Verwendung von Extrakten der Litchi sinensis zur Herstellung von 
Nahitmgsmittelerganzungsstoffen. 

10. Verwendung von Extrakten nach Anspruch 1 zur Herstellung von kosmetischen und/oder 
pharmazeutischen Zubereitungen. 
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